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時間明期: 12 時間暗期の明暗サイクル 、またはこのサイクルを 6 時間前進させた明暗サイクル下
においたマウスについて、匂い刺激が概日時計に与える影響を調べた。 
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 体内に約 24 時間周期を生む振動体は、時計遺伝子 (clock gene) と呼ばれる
遺伝子群によって構成されており、複数の時計遺伝子が転写・翻訳のネットワー
クを形成することで約 24 時間のリズムが生み出されている。哺乳類の概日時計
の分子機構は、Clock、Bmal、Period (Per) 及び Cryptochrome (Cry) を中心と
したネガティブフィードバックループによって構成されている (Steven et al., 
2002)；(図 1)。具体的には、まず CLOCK-BMAL 二量体が Per、Cry 遺伝子の
プロモーターの E-Box 配列に結合する。それによって Per、Cry 遺伝子の転写
が活性化し、それらが翻訳されて PER、CRY タンパク質が合成される。これら
の産物が結合してできる PER-CRY 二量体が核内に移行して CLOCK-BMAL 二












図 1 概日時計の分子メカニズム 
時計遺伝子の転写・翻訳によるネガティブフィードバックループが概日リズ
ムを形成する。CLOCK-BMAL 二量体が時計遺伝子 Per、Cry のプロモーター
の E-Box 配列に結合すると Per、Cry の転写が活性化する。タンパク質 PER、
CRY が合成されると、これらが結合してできる PER-CRY 二量体が、核内に移










哺乳類の概日システムは、脳の視交叉上核 (suprachiasmatic nucleus, SCN) 
に存在する中枢時計と、肝臓や肺といった末梢組織に存在する末梢時計からな
る階層構造をとる (海老原と吉村, 2012)。SCN を個体から単離して培養した場
合、頑強なリズムを数十日間刻むことが知られているが、肝臓などの末梢時計は、
体から単離され SCN の支配から外れると、SCN と比較して短期間でリズムが
減衰してしまう (Yamazaki et al., 2000) 。 
前述のように概日リズムは環境サイクルに対して同調することが知られてお
り、同調因子として働くものには、光、食事 などがあげられるが、最も強い同
調因子は光である (海老原,吉村, 2012)。哺乳類では、SCN が明暗サイクルに同
調することが知られている。外界からの光情報は、網膜を介して SCN に伝えら
れることで SCN が光同調する。SCN の中枢時計が全身の末梢時計の位相を、
神経連絡やホルモンなどの液性因子を介して、適切に調節することで、体内の時
間的統合を図っている。中枢時計は光情報に短期間で同調するが、末梢時計は同




こることが知られており (Escobar et al., 2009) 、自由摂食の場合と給餌時刻を
昼夜逆転させた場合とでは、SCN の位相は変化しないが、肝臓の概日時計の位
相は逆転することが報告されている (Stokkan KA et al., 2001) 。末梢時計の食
事同調のメカニズムについては、詳細な経路はまだわかっていないことが多い
が、インスリンが末梢時計の同調に重要な役割を果たすという報告 (Tahara et 
al., 2011) はある。これらの事実は、通常は SCN の支配下にある末梢時計が、

















しているという報告 (Shen et al., 2005) や、オスマンサスの香りが、摂食に関


























 本研究では、RT-PCR の実験では C57BL/6J マウスの雄を使用した。組織培
養実験では C57BL/6J をバックグラウンドにもつ Per1-luciferase トランスジ








オートクレーブ: LBS-245 (トミー精工 社) 
高速微量遠心機: himac CT 15RE (日立工機 社) 
卓上遠心機: チビタン R XX42CF0RT (MILLIPORE 社) 
ボルテックス: VORTEX-GENE 2 (Scientific industries 社) 
ブロックインキュベーター: BLOCK INCUBATOR (ASTEC 社) 
アガロースゲル電気泳動槽: Mupidα (ADVANCE 社) 
サーマルサイクラー: GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems 社) 
振盪器: Double Shaker NR-3 (TAITEC 社) 
マグネティックスターラー IS-3G (池田理化 社) 
紫外可視分光光度計; V-670 型 (日本分光 社) 
画像解析装置: ImageQuant LAS 4000 (GE ヘルスケアジャパン 社) 
ルミノメータ: AB-2550 クロノス Dio (ATTO 社) 
Micro Slicer : DTK-1000 (D.S.K 社) 
DNA OVEN : HI-380S (KURABO 社) 
<器具> 
ミリセル；Millicell Cell Culture Inserts (Merck 社) 
 セロロジカルピペット；SEROLOGICAL PIPET (FALCON 社) 




 ・超純水 : 超純水製造装置うるぴゅあ (小松電子 社)より作製 
・イオン交換水 : AQUARIUS GSH-200 (ADVANTEC 社)より作製 
 ・寒天 : 寒天粉末, 試薬特級 (和光純薬工業 社) 
 
HBSS 
・CaCl2・無水和物：塩化カルシウム, 試薬特級 (関東化学 社) 
・MgSO4・7H2O：硫酸マグネシウム七水和物, 試薬特級 (関東化学 社) 
・KCl：塩化カリウム, 試薬特級 (和光純薬工業 社) 
・NaHCO3：炭酸水素ナトリウム, 試薬特級 (関東化学 社) 
・NaCl：塩化ナトリウム, 試薬特級 (関東化学 社) 
・Na2HPO4・12H2O：リン酸水素二ナトリウム十二水和物, 試薬特級 (関東化
学社) 
・Dextrose D(+)-Glucose：D(+)-グルコース, 試薬特級 (関東化学 社) 
超純水 5.0 L に、CaCl2・無水和物を 0.28 g、MgCl2・6H2O を 0.2 g、MgSO4・
7H2O を 0.2 g、KCl を 0.8 g、NaHCO3を 0.72 g、NaCl を 16 g、Na2HPO4・
12H2O を 0.244 g、D-Glucose を 0.2 g 溶解した。HCl と NaCl を用いて pH を




・Apo-transferrin：アポトランスフェリン  (シグマ 社) 
・Insulin：インスリン (シグマ 社) 
・Putescine：プトレシン (シグマ 社) 
・Progesterone：プロゲステロン (シグマ 社) 
・60 μM Sodium Selenite：60 μM 亜セレン酸ナトリウム (シグマ 社) 
Apo-transferrin を 100 mg、Insulin を 5 mg、Putrescine を 16 mg に対し、安
全キャビネット内で Progesterone（767 μg/10 mL）を 1.5 mL、60 μM Sodium 








・NaHCO3：炭酸水素ナトリウム, 試薬特級 (関東化学 社) 
・HEPES：2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid (同仁化
学 社) 
・Kanamycin：カナマイシン (シグマ 社) 
・DMEM：高グルコース (Invitrogen 社) 
IEW 400mL に DMEM を 6.7 g、2.74mM NaHCO3を 0.115 g、10mM HEPES
を 1.19 g、25mg/mL Kanamycin を 400 µL 溶かし、NaOH と HCl を用いて
pH を 7.2 に調整した。その後 IEW を足し 500 mL にメスアップした。これを
0.22 μm フィルターを通して濾過した後に、保存容器に移し、4℃で保存した。 
発光計測の培地として使用する際には、これに Supplement を 20 倍希釈、
Luciferin を 1000 倍希釈で加えて使用した。 
 
RNA の抽出 
・滅菌超純水 : 超純水をメディウムビンに入れ、121 ℃で 20 分オートクレー
ブ滅菌し、フィルターを用いて濾過した。 
・DEPC : Diethylpyrocarbonate、 和光一級 (和光純薬工業 社) 
・DEPC 水 : 100mL の超純水に 100 µL の DEPC を入れてよく振り混ぜ、その
まま 37 ℃のエアインキュベーターに入れて 2 時間振とうし、20 分間オートク
レーブして作製。室温で保存した。 
・TRIzol®Reagent: RNA 抽出試薬 (invitrogen 社) 
・クロロホルム: 試薬特級 (和光純薬工業株式会社) 
・2-プロパノール: 試薬特級 (和光純薬工業株式会社) 
・80% (v/v) エタノール: 50 mL のコニカルチューブに 40 mL のエタノールと
10 mL の滅菌超純水を加え、十分混合した。 
 
逆転写 (cDNA 合成) 
・Anchored-oligo [dT]18 primer 
・10 × FastGene™ Scriptase Basic Buffer (NIPPON Genetics 社) 
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・dNTP Mixture (2 mM each) (NIPPON Genetics 社) 
・Protector RNase Inhibitor (40 U/µL) (NIPPON Genetics 社) 
・FastGene™ Scriptase Basic (200U/µL) (NIPPON Genetics 社) 
・RNase 除去試薬 RNASE AWAY : (Molecular BioProducts 社) 
 
PCR 
・50 × TAE バッファー: 700 mL の超純水に 242 g のトリス、57.1mL の氷酢
酸、および 100 mL の 0.5 M EDTA (pH 8.0) を加え、 スターラーを用いてよ
く攪拌し、1 L にメスアップしたもの。室温で保存した。 
・1 × TAE バッファー: 40 mL の 50 × TAE を超純水で 2 L にメスアップして作
製したもの。室温で保存した。 
・アガロース: Agarose  Analytical Grade (Promega 社) 
・エチジウムブロマイド (5 mg/mL) : (SIGMA 社) 褐色ビンにエチジウムブロ
マイドを 5 g 入れ、250 mL の滅菌超純水を加えてスターラーを用いて 1 時間
攪拌し、4 ℃に保存した。 
・DNA Polymerase : KAPATaq : (KAPA BIOSYSTEMS 社) 
・10×Reaction Buffer : HybriPolTM : (BIOLINE 社) 
・50 mM MgCl2 Solution: HybriPolTM : (BIOLINE 社) 
・dNTP (BIOLINE 社) 
・100µM プライマー4 種 ( Forward、 Reverse) (Gapdh, Per2, Bmal1, Dbp) : 
(FASMAC 社) 
・DNA 色素 6×Loading Dye (KAPA BIOSYSTEMS 社) 
・DNA マーカー XL-DNA Ladder 100  (APRO SCIENCE 社) 
・(+)-Limonene ：(東京化成工業株式会社) 










を行い、発光計測器を用いて 10 分間おきに 1 分間の発光量を 7 日間にわたって
測定した。その間培地の交換は行わなかった。手順を以下に示す。 
 
① ビーカーにイオン交換水を 20 mL 取り、寒天を 0.6 g 入れ電子レンジで完
全に溶かした後、ガラスシャーレに移して固めた。 
② 培地 1.3 mL、サプリメント 65 µL、ルシフェリン 1.3 µL を混ぜ合わせた培
養液を小シャーレにそれぞれ入れ、その上にピンセットを用いて Millicell を
静かに置いて蓋を閉じ、DNA オーブン内で 37℃に温めた。 
③ マウスを頸椎脱臼によって安楽死させ、光による概日時計の影響を受けない
ように眼球を摘出した後、肝臓を摘出した。 
④ 摘出した肝臓を速やかに氷冷 HBSS 溶液に浸し、寒天を土台にして
MicroSlicer にセットし、厚み 300 µm にスライスした。 
⑤ スライスした試料をメスで切断し、縦横 2 mm 角の切片を作製した。 
⑥ トランスファーピペットを用いて切片を 1 片ずつ小シャーレに移し、ピペッ
トマンで切片の周りの余分な水分を取り除いた。 
⑦ 小シャーレの蓋を閉め、パラフィルムで密閉し、KronosDio 内で計測時間 1












③ 初めに 500 µL の TRIzol を加えてサンプルをホモジナイザーで軽くすりつ
ぶした。その後、さらに 500 µL の TRIzol を加えて、合計 1 mL の TRIzol
で約 40 回ホモジナイズを行い、サンプルをすりつぶした。 
④ マイクロチューブに 200 µL のクロロホルムを加え、30 秒間チューブを上下
させて激しく混合した。 
⑤ 2 分間静置した後、15,000 rpm、4℃で 15 分間遠心分離した。 
⑥ 新しいマイクロチューブに 500 µL (等量) の 2-プロパノールを加えた。さら
に⑤の後、三層に分離された中の一番上層 (水層) から 500 µL を分取し、そ
こに加えた。 
⑦ 転倒混和を 10 回ほど行った。 
⑧ 10 分間氷上に静置した。 
⑨ 15,000 rpm、4℃で 10 分間以上遠心分離し、total RNA を沈殿させた。 
⑩ ピペットマンを用いて上清を除去した。 
⑪ 1 mL の 80% エタノールを加えて、転倒混和により沈殿をリンスした。 
⑫ 15,000 rpm、4℃で 10 分間遠心分離した。 




⑯ 新しいチューブにサンプルを 2 µL とり、そこに DEPC 水を 998 µL 入れ 
(500 倍希釈) 、ボルテックスにより混合し、軽く遠心した。 
⑰ サンプルをセルに移し、分光光度計を用いて total RNA の吸光度 A260、A280、
A320を測定することによって、total RNA の純度と濃度の測定を行った。  
⑱ DEPC 水を total RNA の濃度が 0.5 µg/µL になるように入れた。 
⑲ 新しいチューブに分注し、-80℃で保存した。 
 




② total RNA 1 µg に dT18 プライマー 10 µmol/µL を 1 µL 加え、そこに最終
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容量が 14.5 µL になるように Sterile water（RNase free）を加えた。 
③ マイクロチューブにキャップロックを用いてキャップをし、ブロックインキ
ュベーターを用いて 42 ℃で 5 分間の加熱を行った。 
④ マイクロチューブを氷上に 2 分間静置し、室温で軽く遠心した。 
⑤ 冷却したマイクロチューブに以下の試薬を加え、ボルテックスにより混合し、
軽く遠心を行った。  
2.0 µL     10 × FastGene™ Scriptase Basic Buffer 
2.0 µL   dNTP Mixture (2 mM each) 
0.50 µL   Protector RNase Inhibitor (40 U/µL) 
1.0 µL     FastGene™ Scriptase Basic (200U/µL) 
⑤ マイクロチューブにキャップロックでキャップをし、42℃で 60 分間のイン
キュベーションを行った。 
⑥ 90℃で 5 分間の加熱を行った。 
⑦ 氷上で 2 分間静置して、室温で軽く遠心を行った。 
⑧ 80 µL の滅菌超純水を加え(5 倍に希釈)、溶液をよく混ぜた後、20 µL ずつ 5
本のチューブに分注し、-80 ℃で保存した。 
 
< PCR > 
 
実験手順 
① 氷上で 0.2 mL の PCR チューブ 1 本当たりに以下の溶液をそれぞれ加えた。 
 
1.0 µL      10 × Reaction Buffer 
1.0 µL     dNTP Mix (2.5 mM each) 
0.3 µL      50 mM MgCl2 
0.05 µL     100μM Forward プライマー 
0.05 µL     100μM Reverse プライマー 
0.05 µL     HybripolTMDNA Polymerase 
5.55 µL     滅菌超純水 
2.00 µL     5 倍希釈 cDNA 
② 以下のサイクル条件で PCR を行った。 
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94 ℃ 5 分の熱変性反応 
   ↓ 
94 ℃ 30 秒 
* X ℃ 30 秒 
72 ℃ 1 分 
 ↓ 
72 ℃ 7 分の伸長反応 
4 ℃  ∞ 
*アニーリング温度(X)とサイクル数はプライマーごとに変更した。表 2-4-2 にプ
ライマーの配列と合わせて示した。 
③ PCR 産物に色素を 2 µL ずつ混ぜて、1 × TAE バッファーを用いて 1.5% ア
ガロースゲル電気泳動を 100 V で 25 分間～30 分間行い、PCR 産物を分離
した。 
④ 電気泳動後のゲルを EtBr に浸して染色し、Image Quant LAS 4000 を用い
て蛍光により核酸を検出した。泳動像は CCD カメラで撮影し、画像を保存
した。 







表 2-4-2. プライマー配列、アニーリング温度及びサイクル数 
 
遺伝子名 プライマー配列 アニーリング温度(℃) サイクル数 















Dbp 5’-ATCTCGCCCTGTCAAGCATTC-3’ 51 28 












図 2-5. 実験スケジュール 
 
① 通常の LD サイクル (5:00 light on, 17:00 light off) (control) 
② ①の LD サイクルで、15 時から 16 時の 1 時間匂いを与えた(control+匂い)。 
③ 光周期を 6 時間前進させた (6 時間前進)。 
④ 光周期を 6 時間前進させ、15 時から 16 時の 1 時間匂いを与えた (6 時間前
進+匂い)。 
黄色のバーは明期 (ライト点灯) 、紺色のバーは暗期 (ライト消灯) を示す。
緑色のバーは匂い刺激を与えた時間を示す。①～④のすべての実験において、実













発光リズム測定には ATTO 社の KronosDio を用いた。得られたデータはエ
クセルデータに変換し、前後 12 時間の移動平均値を用いてトレンド除去 (デ
トレンド) を行った。さらに、前後 1.5 時間の移動平均値を用いてノイズを除
去し、ピークの検出を行った (図 3-1-1 A) 。デトレンドしたグラフから得られ
たピーク推定時刻を、測定日数ごとにプロットし、そのグラフに線形近似直線
を引いた(図 3-1-1 B) 。近似直線と横軸の交点を解剖日前日のピーク推定時刻
として計算を行った。培養開始後数日はリズムが不安定なことを考慮し、プロ









図 3-1-1. 発光リズムのピーク解析方法 
A)   発光リズムの測定データの例。青線のグラフは測定されたデータ
を、赤線のグラフはデトレンドしたデータを表す。 









ョックの影響を調べるために、5 時 light on、17 時 light off の明暗サイクルで
飼育したマウスについて、9 時、15 時、21 時の異なる 3 点の時刻に肝臓のサン
プリングを行い、測定されたリズムから Per1 発現のピーク時刻をプロットし、
線形近似直線を引くことで、解剖日前日の Per1 発現のピーク時刻を推定した 
(図 3-1-2~3-1-7) 。この結果と、既知の Per1 発現のピーク時刻を比較した (図
3-1-8) 。推定した Per1 ピーク時刻は異なる 3 点のサンプリング時刻で概ね一








図 3-1-2. 肝臓の発光リズム (9 時サンプリング) 
5 時に点灯、17 時に消灯のサイクルで飼育した Per1-luc マウスについて、9
時に肝臓を摘出し、発光リズムの測定を 7 日間にわたって測定した。縦軸は発
光量、横軸は測定時間を表す。青線のグラフは測定されたデータを、赤線のグラ





図 3-1-3. 発光リズムのピーク (9 時サンプリング)  







図 3-1-4 肝臓の発光リズム (15 時サンプリング) 
5 時に点灯、17 時に消灯のサイクルで飼育した Per1-luc マウスについて、15
時に肝臓を摘出し、発光リズムの測定を 7 日間にわたって測定した。縦軸は発
光量、横軸は測定時間を表す。青線のグラフは測定されたデータを、赤線のグラ





図 3-1-5. 発光リズムのピーク (15 時サンプリング) 








図 3-1-6 肝臓の発光リズム (21 時サンプリング) 
5 時に点灯、17 時に消灯のサイクルで飼育した Per1-luc マウスについて、
21 時に肝臓を摘出し、発光リズムの測定を 7 日間にわたって測定した。縦軸は
発光量、横軸は測定時間を表す。青線のグラフは測定されたデータを、赤線の





図 3-1-7. 発光リズムのピーク (21 時サンプリング) 








図 3-1-8. 異なるサンプリング時刻での Per1 ピーク時刻 
5 時に点灯、17 時に消灯のサイクルで飼育した Per1-luc マウスについて、9










次に、図 2-5 に示した実験スケジュールに従い、①5 時に light on、17 時 light 
off の明暗サイクルで飼育した (control)、②control と同じ明暗サイクルで匂い
刺激を 3 日間与えた (control+匂い) 、③control から 6 時間明暗サイクルを前
進させた (6 時間前進) 、④control から 6 時間明暗サイクルを前進させ、匂い
刺激 (リモネン) を 3 日間与えた (6 時間前進+匂い) 各条件での Per1 ピーク時
刻を推定した (図 3-2-1～3-2-8)。推定したピーク時刻の平均値を比較すると、
control と 6 時間前進 (p<0.05) 、control と control+匂い (p<0.05) 、control+
匂いと 6 時間前進+匂い (p<0.001) の間で有意差が確認された (図 3-2-9) 。 
条件ごとにピーク時刻を比較すると、control と 6 時間前進では、18.5 時 (標
準誤差±0.46時) と14.0時 (標準誤差±1.29時) で、有意差があったことから、
6 時間の明暗サイクル前進によって、末梢時計のピーク時刻が前進することが確
認された(①と③)。control と control+匂いでは、18.5 時 (標準誤差±0.46 時) 
と 23.1 時 (標準誤差±1.44 時) で、有意差があったことから、リモネンの匂い
刺激が末梢時計のピーク時刻を後退させるという結果が得られた(①と②)。しか
し、6 時間前進と 6 時間前進+匂いのピーク時刻は、14.0 時 (標準誤差±1.29 時)








図 3-2-1 肝臓の発光リズム (control) 
図 2-5①のスケジュールで 11 時に肝臓を摘出し、発光リズムの測定を 7 日間
にわたって測定した。縦軸は発光量、横軸は測定時間を表す。青線のグラフは測
定されたデータを、赤線のグラフはデトレンドしたデータを表す。測定に用いた








図 3-2-2. 発光リズムのピーク (control) 








図 3-2-3. 肝臓の発光リズム (control＋匂い) 
図 2-5②のスケジュールで 11 時に肝臓を摘出し、発光リズムの測定を 7 日間
にわたって測定した。縦軸は発光量、横軸は測定時間を表す。青線のグラフは測
定されたデータを、赤線のグラフはデトレンドしたデータを表す。測定に用いた







図 3-2-4. 発光リズムのピーク (control＋匂い) 







 図 3-2-5. 肝臓の発光リズム (6 時間前進) 
図 2-5③のスケジュールで 11 時に肝臓を摘出し、発光リズムの測定を 7 日間
にわたって測定した。縦軸は発光量、横軸は測定時間を表す。青線のグラフは測
定されたデータを、赤線のグラフはデトレンドしたデータを表す。測定に用いた








図 3-2-6. 発光リズムのピーク (6 時間前進) 






図 3-2-7. 肝臓の発光リズム (6 時間前進＋匂い) 
図 2-5④のスケジュールで 11 時に肝臓を摘出し、発光リズムの測定を 7 日間
にわたって測定した。縦軸は発光量、横軸は測定時間を表す。青線のグラフは測
定されたデータを、赤線のグラフはデトレンドしたデータを表す。測定に用いた








図 3-2-8. 発光リズムのピーク (6 時間前進＋匂い) 
 








図 3-2-9. ピーク推定時刻のまとめ 
 
マウス肝臓の Per1 発現のピーク推定時刻を示した。グラフは平均値±標準誤





















3-3. 発光リズム測定によるリモネンの匂い刺激の効果 (別時間帯) 
 
匂いを与える時間帯による効果の違いを確認するため、②のスケジュール
で、15 時～16 時とは 別の時間帯 (3～4 時) に匂いを与えたマウスについて、
Per1 ピーク時刻を推定した (図 3-3-1～3-3-2) 。3-2 の実験で行った①control
と②control+匂い(15~16 時)の結果と合わせて、③control+匂い(3~4 時)のデー
タをグラフにまとめた (図 3-3-3) 。③の 3～4 時にリモネンの匂い刺激を与え
たマウスのピーク時刻は、control の 18.5 時 (標準誤差±0.46 時)と比較して







図 3-3-1 肝臓の発光リズム (control＋匂い 別時間帯) 
図 2-5②のスケジュールで匂いを与える時間を 3～4 時にし、11 時に肝臓を摘
出し、発光リズムの測定を 7 日間にわたって測定した。縦軸は発光量、横軸は測
定時間を表す。青線のグラフは測定されたデータを、赤線のグラフはデトレンド



















図 3-3-2. 発光リズムのピーク (control＋匂い 別時間帯) 

























































ンサスの匂い刺激を与えたマウスについて、Per1 ピーク時刻を推定した (図 3-
4-1～3-4-2) 。3-2 の実験で行った①control の結果と合わせて、②control+匂
い (オスマンサス) のデータをグラフにまとめた (図 3-3-3) 。②のオスマンサ
スの匂い刺激を与えたマウスのピーク時刻は、control の 18.5 時 (標準誤差±
























図 3-4-2. 発光リズムのピーク (control＋匂い オスマンサス) 























3-5. RT-PCR 法による測定 
 
マウスから摘出した肝臓から total RNA を抽出し、逆転写を行って cDNA を
作成した。この cDNAを用いてRT-PCRを行い、時計遺伝子であるPer2、Bmal1、
Dbp の発現量を調べた。さらに、internal control として発現量が変動しないこ
とが知られている Gapdh についても同様に発現量を調べた。 
初めに、マウスの肝臓の概日時計について 1 日のリズムを調べるため、通常
の 5:00 on, 17:00 off の LD 12:12 サイクルで飼育されたマウスについて、明期
の始まり (ZT0) から 20 時間後 (ZT20) まで 4 時間おきに肝臓を摘出し、時計
遺伝子の 1 日の発現リズムを調べた (図 3-5-1) 。 
次に、図 2-5 の実験スケジュール②～④と同様の条件で、実験を開始してから
3 日目と 5 日目の 11 時にサンプリングを行い、時計遺伝子発現量を調べた (図
3-5-2)。 
各時計遺伝子についての泳動像のバンドを、LAS4000 を用いて解析し、各時
刻の Gapdh の発現量で除した値を用いて、4 時間おきの相対的な時計遺伝子発
現量をグラフ化し、1 日のリズムを得た (図 3-5-3 左)。1 日のリズムは、Per2 で
は、ZT4 で低く、ZT16 がピークとなった。Bmal1 は、ZT0、4、20 で高く、ZT12
で低い値となった。Dbp は ZT0、20 で低く、ZT8 でピークとなった。これらの
結果は、先行研究 (Oishi et al., 2013) の時計遺伝子のリズムと概ね一致した結
果であった。続いて、得られた 1 日のリズムの発現量と比較することで、各実験
条件における末梢時計の時刻 (位相) を決めた (図 3-5-3 右) 。 
まず、6 時間明暗サイクルをずらしてから 1 日経過後(L1)と 3 日経過後(L3)の
時刻を比較すると、Per2 が 6.2 時→7.9 時、Bmal1 が 8.2 時→12 時、Dbp が
6.7 時→8.0 時となった。完全に新しい明暗サイクルに同調したとすれば control
の 6 時→12 時に移るものと考えられるので、時計遺伝子ごとにばらつきはある
が、末梢時計の位相が同調される途中であると考えられる。次に、匂いの効果に
ついて見ると、1 日経過後の 6 時間前進(L1)と 6 時間前進+匂い(LO1)を比較す
ると、Per2、 Bmal1、Dbp で 6.2 時→7.9 時、8.2 時→10 時、6.7 時→7.7 時と
なり、いずれの時計遺伝子でも、末梢時計の SCN への位相同調を促進する方向
に動いている傾向が見られた。しかし、3 日経過後の 6 時間前進(L3)と 6 時間前




1 日のリズムの ZT6 の発現量を control とし(C)、匂いを与えたサンプル(O1、
O3)と時計遺伝子ごとに比較し、t 検定を行った(図 3-5-4)。Bmal1、Dbp では、
匂いを与えた結果、Bmal1 で 6 時→10 時(O1)、6 時→10 時(O3) であり、Dbp
で 6 時→9 時(O1)、6 時→8 時(O3)であったため、control と比較して同調に向
かう方向へ時刻が動く傾向があった。一方、Per2 では 1 日匂いを与えた場合に、
6 時→0 時(O1)と、位相が後退する方向へ時刻が動く傾向があった (有意差なし)。













図 3-5-1. 肝臓の時計遺伝子の発現リズム 
 
4 時間おきにサンプリングした肝臓から cDNA を作成し、RT-PCR を行った。
数字はサンプリング時刻を表しており (明期の始めが 0、暗期の始めが 12) 、各

















図 3-5-2. 各実験スケジュールでの時計遺伝子発現量の変化 
 
図 2-5 の実験スケジュールでサンプリングした肝臓から cDNA を作成し、RT-









図 3-5-3. 時計遺伝子の 1 日のリズムと各条件における遺伝子発現量 
 
左側は時計遺伝子の 1 日のリズムを表す。横軸は時間 (ZT) 、縦軸は遺伝子
発現量を表す。右側は各条件における遺伝子発現量を表す。横軸は各条件 (C
…ZT6、O1…匂い 1 日、O3…匂い 3 日、L1…光 1 日、L3…光 3 日、LO1…







図 3-5-4. 匂い刺激の 1 日、または 3 日間の影響 
control として、サンプリング時の ZT6 での各時計遺伝子の発現量と、匂いを
1 日(O1)、または 3 日間(O3)与えたときを比較し、t 検定を行った結果を示した











時、及び 21 時の異なる 3 点の時刻でサンプリングを行い、Per1 の発現ピーク
時刻を推定した結果 (図 3-1-8)、9 時は 18.6 時 (標準誤差±0.90 時) 、15 時は
19.8 時 (標準誤差±1.52 時)、21 時は 19.7 時 (標準誤差±0.79 時)となった。
先行研究 (Yamazaki et al., 2000)  では、Per1-luc マウスの肝臓のピーク時刻
が 18 時頃であり、3 点の異なる時刻で行ったいずれのピーク推定時刻も、概ね











暗サイクルと匂い刺激( control+匂い)、③明暗サイクルの 6 時間前進 (6 時間
前進)、及び④匂い刺激と明暗サイクルの 6 時間前進 (6 時間前進+匂い)という
4 つのスケジュールによって Per1 推定ピーク時刻を求めた (図 3-2-9) 。 
各ピーク時刻を比較すると、①control と③6 時間前進では、18.5 時 (標準誤
差±0.46 時) と 14.0 時 (標準誤差±1.29 時)という結果であり、control と比較





①control と②control+匂いでは、18.5 時 (標準誤差±0.46 時) と 23.1 時 (標
準誤差±1.44 時) という結果となり、control と比較して大きく変化した 
(p<0.05) 。リモネンの匂いを 15 時~16 時に与えると位相が後退するという結
果が得られたことから、リモネンの匂いが末梢時計に何らかの影響を与えた可
能性が考えられる。 
















②control+匂いと④6 時間前進+匂いでは、23.1 時 (標準誤差±1.44 時)と











3-3 発光リズム測定によるリモネンの匂い刺激の効果 (別時間帯) 
 
リモネンを与える時間帯を 3 時～4 時に変更した実験については、サンプル数
が 4 つであるが、ピーク時刻が 19.4 時 (標準誤差±0.70 時)となり、control の
18.5 時 (標準誤差±0.46 時)と比較して、位相が少しだけ後退する結果となっ







与える匂い物質をオスマンサスに変更した場合は、ピーク時刻が 20.0 時 (標






3-5  RT-PCR 法による測定 
 
RT-PCR 法では、初めに 1 日の時計遺伝子のリズムを測定した。本実験法で




め、各時計遺伝子で ZT6 での発現量を基準 (control) にし、比較を行った。 
6 時間明暗サイクルをずらしてから 1 日経過後(L1)と 3 日経過後(L3)の時刻を
ZT 表記 (明期の始めが 0、暗期の始めが 12 とした表記) で比較すると、Per2 が
6.2 時→7.9 時、Bmal1 が 8.2 時→12 時、Dbp が 6.7 時→8.0 時となった (図 3-






匂いと明暗サイクルの前進を組み合わせた効果については、1 日経過後の 6 時
間前進(L1)と 6 時間前進+匂い(LO1)を比較すると、Per2 が 6.2→7.9 時、Bmal1
が 8.2→10 時、Dbp が 6.7→7.7 時となり (図 3-5-3)、末梢時計の SCN への位相
同調を促進する方向に動いている傾向が見られた。しかし、3 日経過後の 6 時間
前進(L3)と 6 時間前進+匂い(LO3)では、Per2 が 7.9 時→8.0 時、Bmal1 が 12
時→12 時、Dbp が 8.0 時→6.0 時となり、Dbp のみ位相が後退する傾向が見ら
れたが、Per2 と Bmal1 では匂いの有無による差はほぼ見られなかった。明暗
サイクルの前進と匂い刺激の組み合わせであまり差が見られないのは、実験 3-
2 の発光リズム測定の結果とも概ね一致する結果であるといえる。 
匂いのみによる効果については、1 日のリズムの ZT6 の発現量を control(C)
とし、匂いを 1 日、または 3 日間与えたサンプル(O1、O3)と、時計遺伝子ごと
に t 検定による比較を行った。まず、Per2 では 1 日匂いを与えた場合に、6 時
→0 時(O1)と、位相が後退する方向へ時刻が動く傾向があったが、有意差は出な
かった。3 日では 6 時→6.2 時(O3)と、ほとんど変化が見られなかった。Bmal1
では、1 日で 6 時→10 時(O1)、3 日で 6 時→10 時(O3) となり、Dbp で は 1 日




RT-PCR の実験では、各条件でサンプル数が 4 ずつであるが、Per2 のリズム
のZT8など、一部で発現量にバラつきが大きいところがあった。本実験ではEtbr
で核酸を染色し、UV を照射して光ったバンド画像を用いて遺伝子発現量を定量
しており、Etbr による染色時間は 20 分で固定して行われたが、ゲルの厚さや、
Etbr の濃度の違いなどから染色が飽和しきれていなかったものが含まれていて、
定量結果のバラつきが大きくなってしまった可能性が考えられる。今後、リアル
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